ホルミルメチオニンtRNAとそのアンチコドン変換分子の合成 by フクモト, リョウイチ & 福元, 良一
Osaka University
TitleホルミルメチオニンtRNAとそのアンチコドン変換分子の合成
Author(s)福元, 良一
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/33193
DOI
Rights
( 6 1 
氏名・(本籍) 福
学位の種類 薬
もと いち
フE 通
博字 士
学位記番号 第 5 6 3 5 号
学位授与の日付 昭和 57 年 3 月 25 日
学位授与の要件 薬学研究科薬品化学専攻
学位規則第 5 条第 1 項該当
学位論文題目 ホルミルメチオニンtRNAとそのアンチコドン変換分子の合成
(主査)
論文審査委員 教授池原森男
(副査)教授北川 勲教授冨田研一教授田村恭光
論文内容の要旨
緒 主ふ再開
核酸と蛋白質の相互作用の本質は今日まで多くの研究者によって研究されているが，なお充分には
解明されていなしミ。この本質を解明して行く上で， tRNAの蛋白質による識別は非常に魅力的な系の
1 つである。
蛋白質の生合成における tRNA の機能は mRNAのコードに従いアミノ酸を運ぶことである。その過
程でアミノアシル tRNA合成酵素がアミノ酸に対応する tRNA を認識しアミノアシル化する特異性は，
蛋白質と核酸の相互作用の問題として興味が持たれる。
一方近年，核酸の化学合成の進歩は目覚ましいものがある。特に糖部のどー位に水酸基を持つ RNA
において，その化学合成は DNAに比べ従来困難であったが，保護基の改良やトリエステル法の導入で
RNAにおいても 10鎖長程度のオリコゃマーが比較的容易に合成できるようになった。
また 1972年に Hurwitz等 1) によって 1 本鎖 RNAの結合を触媒する RNA ligase が発見された。こ
の酵素を用いることで，化学合成で得たオリコゃマーを酵素的に結合してより長鎖のオリコゃマーにする
ことが可能になった。
そこで著者は合成フラグメントが天然フラグメントと同様にアミノ酸受容活性を示すか否かに興味
を持ち， E.coli tRNA~etの 5'-末端から 20番目まで (5'-側%分子)に相当する合成フラグメントと 3'­
末端から 57番目まで (3'-側%分子)の天然フラグメントを再構成し そのアミノ酸受容活性を調べ
た。その結果，合成フラグメントも天然フラグメントと同じアミノ酸受容活性を持つことを明らかに
した:)
ハ可
U
「ひっ]
さらにこれを発展させて全て合成フラグメントからなる nascent tRNA: et を合成し，そのアミノ酸
受容活性を調べた:)
次に tRNAの anticodon とアミノアシル tRNA合成酵素による認識の関係を調べる目的で， anticodon 
を化学合成フラグメントに変換した E. coli tRNA を合成し，そのアミノ酸受容活性を吟味した。
本論
第一章 化学合成 tRNA1et フラグメント (5'-側何分子)と天然3に側%分子の再構成
E. coli tRNA1 et .のσの) 5'-側M分子 (ωbeses 1 一20ω) に相当するフラグメントを図 1 に示されている
ルト一トで合成した O 合成された
は調製用の polyacrylamide gel電気泳動で、
単離した。
合成フラグメントと再構成する為， E. 
coli tRNA1 et を Seno等 5) の方法でRNase
T1 限定分解を行なった。フェノール抽出で
反応を止め酸処理して反応中間体である末
端 2' ， 3に環状リン酸を加水分解し，これを
7MUrea存在下 pH 2.7の DEAE-Sephadex 
A-25で分離した(図 2 )。
PeakN と peak L にそれぞれ~分子， U分
子，%分子が含まれていたので，さらに7M
Urea存在下pH 8.0の DEAE-cellulose DE-
24 と polyacrylamide gel 電気泳動 6) で精製
した。
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次に合成及び天然え分子と天然%分子を再 f I 
構成し，その再構成分子のアミノ酸受容活性 | 予 GG?UGG WGC4GCCUGGp 
を調べた。結果を図 3 ，表 1 に示す。%分子 l | CGCGp~GGUGG .45% ﾞ I 
だけではアミノ酸受容活性はほとんど認めら 目且 J ' 
れなかったが( 1 %, B) 天然及び合成フラ CGCG?GGUGG?GCAGCCUGGp 
15% グメントと再構成することで75， 85%の活性 ( 3) _ Synthesis of an eicosanucleotide from が回復した (C ， D) 。この結果から合成フフ Met (:. E. coli tRNA~~~ 5 軸end with RNA ligase グメントも天然フラグメントと同様に活性を f 
持つことがわかる。天然フラグメントに存在するピUは合成フラグメントでは欠けている。 S4U の欠
損は天然においてもアミノ酸受容活性に影響を与えないことが Seno等 7) によって報告されているが，
合成フラグメントを用いた実験結果もこれと一致した。 5'-末端から 10番までに相当する合成フラグ
メントと%分子との再構成においても 10%であるが活性が回復した (E) 0 Seno等 7) によって天然K
分子を venom phosphodiesterase で、 3に末端から限定分解し，色々な程度に消化したフラグメントと
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%分子との再構成分子のアミノ酸受容活性が報告されている。この報告では D-Ioop から D-stem に至
る部位が欠けても活性の回復が見られるが， acceptor-stem まで欠けると活性が失なわれていること
が示されている。この報告も合成フラグメントの再構成のデーターと一致している。
第二章 Nascent tRNA;et の全合成
化学合成された 5に半分子 (bases 1-34) , 3'-半分子 (bases 35ー77) を anticodonで、結合し全合
成 tRNA (図 4 )を分離した。 5に半分子， 3に半分子は polyacrylamide gel電気泳動で単離した。
図 3.
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表 1. ['~CJM(，/Ir ;"n;nr.ac(('plor nc/;t'il_l' ，，(附ollSl;/u/ed l1Io/('cules 
Molecule Amount I.C)Melhionine charged (-background) Methionine acccpted Relativc amount 
pmol countsJmin pmol molJmol -〆/。
A 36.5 11725 20.5 0.562 100 
B 30.2 90 0.1 0.003 
C 19.0 4590 8.0 0.419 75 
D 30.0 8088 14.1 0.470 84 
E 41.1 1474 2.5 0.061 1 
None 。 40 。 。 。
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3に半分子は donor とする為， (γ_32pJATP と PNkinaseで 5に末端をリン酸化した口
RNA ligase反応は acceptor 5に半分子140pmol (4. 7.μM J , donor 3'-半分子200pmol (6.7μMJ ， 
ATP 3nmol (100.μMJ を加え 370C で 1 時間 preincubation後， DMSO 10%(V /V) 存在下 RNAligase
6 U (200U/molJ 加え 4 0C で14時間 incubation した。反応後ゲル炉過(SephadexG-200) で全合成
分子を分離した(図 5) 0 peak 1 が全合成 tRNAで収率49%であった。
図 4.
M~ E.coli tRNA 'f
図 5. Cp円1
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次に全合成した nascent tRNAfet のアミノ酸受容活性を調べた。アミノアシル化反応液をゲル j戸
過 (SephadexG-50) にかけ tRNA を分離した。アルカリ条件で、deacylation 8) し，ゲル;戸過 (se-
phadexG-50) で遊離した(14 CJ Met が検出されるかを調べた。 6%であるがアミノ酸受容活性が認
められた。
全合成をスケールアップし，修飾塩基を含まない nascent tRNA 及び合成フラグメントと天然フラ
グメントを結合させることで特定の修飾塩基を含まぬ，又は特定の修飾塩基だけを含む tRNA などを
自由に合成することが可能で、あり，修飾塩基の役割を明らかにする上で有力な手段となるであろう。
第三章 化学合成 anticodon を持つ tRNA!f et の合成
合成したtRNAは天然と同じ methionineの化学合成 anticodon CAU を持つもの，終止 codon (amber , 
ochreJ に対応すると化学合成 anticodon (CUA , UUA) を持つものである。 Methionine (AUG) 対
応の化学合成 anticodon CAU を持つ tRNAの合成を例にあげて全合成工程を述べる(図6 )。
E. coli tRNA を RNaseAで限定分解し polyacrylamide gel 電気泳動で5に半分子， 3に半分子を
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単離した。末端分析及び 2 次元 homochroma to ・
graphy による sequenc ingれより 5に半分子は ba-
1 -34 , 3'-半分子は bases 38-75に相当すses 
(図 7 )。即ち，図 7 において矢印ることを確めた
で示した部位で切断が起った。 5'- 半分子を pho-
ト
(5に 32PJpsphatase処理した後，化学合成で得た
CAUp を RNA ligase を用いて結合した。 phos-
polyacry lam id~ ge 1 電気泳動でphatase処理後，
produc t 5'-半分子 CAUを単離した。一部 nearest
neighbor analysis で 2 次元 TLC叫により Cm
U 32 p を検出し結合部位が正しいことを確めた。
3に半分子は donor とする為〔γ_32pJ ATP と P
N kinase で 5に末端をリン酸化した。
(5に 32 pJ 3に半分子を RNA ligase 5に半分子と
phosphatase処理後 polyacry1-を用いて結合し，
~Jlコ
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amide gel 電気泳動で、product を単離した。この結
( ~70%) 進行していた。 Anticodon における loop構造がRNAligase の反応に有利
である為と考えられる。
合反応は収率よく
Nearest neighbor analysis で CmU 32 p と U 32 p を検出し結合部位が正しいことを確めた。
化学合成 anticodon CAU を持つ tRNAyet のアミノ酸受容活性を調べた。 CCA末端が欠けているの
-26:)-
で修復の為 E. coli S-100 を用いた。その結果を表 2 に示した。天然に比べて70%の回復が認められ
た。 CCA末端を欠いていること及び，数度の gel電気泳動を経ていることを考えれば，アミノ酸受容
活はほぼ回復したと考えられる。
表 2. tRNA 10pmol 当りのアミノ酸受容活性
tRNA 
‘‘
.EE'' ?nド戸し，，，‘、??ρ』円UJ????F』+しρ』????
AH
, 
? ?
? ? %relative activity 
to natura1 tRNA 
tRNA with chemica11y 
synthesized CAU anticodon 
natural tRNA 
1418 
2027 
70 
100 
Kaufmann等 11) は化学処理により yeast tRNA Pheの anticodon部位にある Y塩基をとばし切断して，
RNAligaseで再結合したと報告している。しかし， polyacrylamide gel 電気泳動上で10%検出され
たにすぎず，また単離もなされていない。またごく最近では Wang等 12) も yeast tRNA A1a を RNase
T 1 により anticodonで限定分解し，ただ RNA ligaseで再結合するだけの実験を行なっている。この
再結合された tRNA を単離し，アミノ酸受容活性を調べたところ80%の回復が認められたと報告して
いる。著者の行なった合成は限定分解で得た半分子を再結合したのみでなく， anticodon に化学合成
trimer を組み込み活性を確かめた点で非常に有意義なものと言える。なぜなら， anticodon に化学合
成 trimer を用いることで，この部位だけを任意の塩基配列に変換することが可能になったわけである。
これは itRNAの整形手術」とも言うべきもので， tRNAの各領域の中で最も重要な意味を持つ anti-
codonの役割を解明するのに有用な子段と言える。
次に終止 codon (amber , ocher) に対応する化学合成 anticodon (CUA , UUA) を持つ tRNA を
合成した。工程，反応条件は前述の methionine の場合と同じである。また anticodon を欠いた tRNA
も合成した。これは化学合成 trimerの結合工程を除いて直接5'-半分子と 3'-半分子を結合たせた。
以上合成した 4 種の tRNAのアミノ酸受容活性を調べた。その結果を図 8 ，表 3 に示す。 anticodon
を終止 codon対応のものに変えた tRNAの活性は非常に低下した。 (B. C) また anticodon を欠いた
non-anticodon tRNA (D) 及び5'-半分子 (bases 1 -34) と 3'-半分子 (bases 38-75) の再構成
分子は，わずかしか (3 %)活性を示さなかった。 (D. E) 演者の合成した tRNAは CCA末端のCA が
欠け anticodon を任意の塩基配列に変換したものである。従ってアミノアシル化に至るまでに CCA末
端修復の為CCA修復酵素に認識され，その後アミノアシル tRNA合成酵素によってアミノアシル化さ
れる。いずれの酵素による認識にしても methionine対応の化学合成 anticodon を持つ tRNAが活性を
示すことから， tRNAfet の認識には anticodon が重要な部位であることがわかった。また amber対応
の anticodon を持つ tRNA が10%であるが活性を示したことは， in vivo における suppressor 活性の
可能性も期待できる。
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1 )化学合成した E. coli tRNA_;， et の 5'-fP.u3-i分子 (bases 1 -20) と天然の 3'-側%分子を再構成
し，その再構成分子のアミノ酸受容活性を調べた。その結果，合成フラグメントと天然フラグメント
が同じ活性を持つことを示した。
2 )化学合成によって得られた E. coli tRNA の 5'-半分子 (bases 1 -34) と 3'-半分子 (bases 35 
-77) を RNA ligase で結合し nascent tRNA_;， et を合成した O この全合成 tRNA を単離しアミノ酸
受容活性を調べたところ 6%であるが活性が認められた。この nasent tRNA~et は合成で得られた
最長の RNA分子である。
3) Methionine対応、の化学合成 anticodon CAU を持つ tRNAt et を合成し，そのアミノ酸受容活性
を調べた。その結果，ほぼ天然と同じ活性を持つことがわかった。これは天然の tRNA)'et の中ヘ
合成フラグメントを組み込み，活性が示された最初のものである。
4) Anticodon を変換した各種の tRNA)'et を合成し，そのアミノ酸受容活性を調べ， anticodon が t
RNAyet の認識に重要な部位であることがわかった。
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論文の審査結果の要旨
申請者は先ず大腸菌tRNAl et の RNase T1 限定分解により 5'-末端20塩基を除き，これに化学合成
20-merを再編成して 100%の Met受容活性を見出した。この結果を更に延長して，合成 3'-及び5'-半
分子の RNA リガーゼによる結合反応により人工 tRNAfet の合成に成功した。このものにも Met受容
活性を認めた。
次に tRNAfet の RNase限定分解により， 34番目と 38番目を切断し，アンチコドンを除いた半分子
づつを得た。この 5'-側分子に化学合成 CAU (Met コドン)， CUA (アンバーコドン)及びUUA (オ
ーカーゴドン)を RNA リガーゼで結合し，更に 3ノ半分子と結合して， 3 種の tRNA を得た。 Metの受
容活性は CAUのみに認められ，この tRNAがメチオニル tRNA 合成酵素によりアンチコドン部位を
も認識されることを見出した。
これらの知見は学位請求に価いするものと認める。
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